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Summary 
Numerous  technological  innovations  have  entered  the  operating  room  in  the  past 
decades. Especially minimally invasive surgery is associated with a continuous stream of 
new technological developments. Image‐guided surgery is one of the latest innovations 
knocking at the door of the operating room of the future1,2.  
Detection of vital anatomical structures  (e.g. nerves, ureters, arteries, bile ducts)  is of 
utmost  importance  during  all  kinds  of  surgical  procedures,  as  anatomical 
misidentification of  these structures may  lead  to  iatrogenic  injury. The exploration of 
innovative optical techniques offers a roadmap to improve intraoperative identification 
and characterization of these tissues.  
Following a systematic  literature search, Chapter 2 describes six optical techniques as 
potential intraoperative tools for real‐time anatomical guidance in surgery: infrared‐ray 
imaging,  fluorescence  imaging,  optical  coherence  tomography,  diffuse  reflectance 
spectroscopy, hyperspectral imaging and optoacoustic imaging. An overview is given of 
the  most  recent  developments  regarding  these  optical  techniques  for  enhanced 
anatomical  identification  and  physiological  characterization.  To  evaluate  optical 
techniques based on  exogenous or  endogenous  contrasts  this  thesis  focuses on  two 
techniques: near‐infrared fluorescence  imaging using exogenous contrasts (Part I) and 
diffuse reflectance spectroscopy using endogenous contrasts (Part II).  
Near‐infrared fluorescence‐guided laparoscopy (Part I) 
Laparoscopic  cholecystectomy  is one of  the most  commonly performed  laparoscopic 
procedures. Bile duct  injury  is a  rare but  serious  complication during  this procedure, 
mostly  caused  by  misidentification  of  the  extra‐hepatic  bile  duct  anatomy. 
Conventional  intraoperative cholangiography may be helpful to reduce the risk of bile 
duct  injury; however this  is not a common procedure worldwide. Chapter 3 describes 
the  first  application  of  a  laparoscopic  fluorescence  imaging  system  for  intermittent 
near‐infrared  fluorescence  cholangiography  (NIRFC)  using  iodine‐free  indocyanine 
green  (ICG)  during  elective  laparoscopic  cholecystectomy.  This  pilot  study 
demonstrates the merit of NIRFC as an aid to obtain earlier and clearer recognition of 
the extra‐hepatic bile duct anatomy,  compared  to  conventional  laparoscopic  imaging 
alone.  
Chapter 4 reports the possibility of concomitant vascular (i.e. cystic artery) and biliary 
(i.e.  cystic  duct  and  common  bile  duct)  imaging  at  establishment  of  Critical View  of 
Safety (CVS). Repeated  ICG  injection at establishment of CVS provides confirmation of 
arterial  anatomy,  in  particular  the  course  of  the  cystic  artery.  Implementation  of 
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conducting both fluorescence cholangiography and angiography can be helpful in cases 
in which  the  establishment  of  CVS  is  challenging.  Furthermore  it may  facilitate  the 
intraoperative detection of bile duct and possible concomitant vasculobiliary injury (e.g. 
hepatic  artery).  The  observations  in  Chapters  3  and  4  show  that  both  biliary  and 
vascular fluorescence imaging are easily applicable in laparoscopic cholecystectomy. 
Despite these promising findings, optimization of this new technique  is desirable with 
respect to the imaging system combined with the fluorophore. For example, increased 
penetration  depth  at which  the  imaging  system  can  detect  a  fluorophore  in  tissues 
would enhance its applicability (current maximum of 1 centimeter). This also is the case 
for  an  increase  in  fluorescence  capabilities  (e.g.  increased  uptake  by  target  tissue, 
better  contrast‐to‐background  signal)  of  contrast  agents.  Chapter  5  compares  the 
performance of the pre‐clinical near‐infrared dye CW800‐CA with ICG for near‐infrared 
fluorescence  laparoscopy of the cystic duct and artery  in pigs. We demonstrated that, 
next  to  ICG, CW800‐CA can be applied  for  laparoscopic  fluorescence  identification of 
the  cystic  artery  and  duct  using  the  same  commercially  available  imaging  system. 
Laparoscopic fluorescent  identification of the cystic duct can be obtained earlier after 
injection  of  CW800‐CA  than  after  injection  of  ICG. With  the  availability  of  another 
fluorophore (with more powerful fluorescent characteristics), the possibilities  increase 
to  further  optimize  the  imaging  capabilities  of  the  presently  available  fluorescence 
systems. A dose‐finding and clinical feasibility study for CW800‐CA is the next step. 
Ureteral  injury  seldom  occurs  during  laparoscopic  colorectal  surgery,  but  can  cause 
serious  problems.  Therefore,  the  early  and  easy  detection  of  the  ureters  and 
prevention of ureteral  injury  is  clinically  relevant and  important. Chapter 6 describes 
near‐infrared  fluorescence  delineation  of  the  ureters  in  a  pig  model  by  using  a 
commercially  available  laparoscopic  fluorescence  imaging  system  and  CW800‐CA.  A 
single dose of CW800‐CA  (85 g per kg bodyweight) provides clear delineation of the 
course  of  both  ureters  approximately  ten minutes  after  intravenous  injection.  As  a 
possible next step, we envision a clinical pilot study investigating the feasibility of near‐
infrared  fluorescence  imaging  (using CW800‐CA)  for  intraoperative delineation of  the 
course of the ureters. Such a future study should focus on a more targeted dose finding 
of the administered dye. 
Diffuse reflectance spectroscopy during surgery (Part II) 
Diffuse  reflectance  spectroscopy  (DRS)  is  a  non‐invasive  technique  measuring  the 
characteristic  reflectance  spectrum  produced  by  different  tissues.  The  primary 
mechanism is absorption and scattering of the light, both varying with the wavelength 
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of the incident light and the optical properties of the tissue. The reflectance spectrum is 
used to characterize the nature or type of the tissue being studied.  
Human color vision is trichromatic: the eye has three cone types for blue, green and red 
light. Hyperspectral imaging technology provides an abundance of spectral bands and a 
wider spectral bandwidth. This technique incorporates the potential to facilitate image‐
guided  surgery.  It has,  for example, been  investigated  for noninvasive  intraoperative 
assessment of  tissue oxygen  saturation,  intraoperative enhanced  anatomical  imaging 
and intraoperative assessment of resection margins for residual tumor tissue.  
Arrays  of  Charge‐Coupled  Devices  (CCD)  and  Complementary  Metal  Oxide 
Semiconductors  (CMOS)  are  the  most  commonly  used  detectors  (camera  chips)  in 
medical  hyperspectral  imaging  systems,  which  can  be  composed  of  silicon  (Si)  and 
indium  gallium  arsenide  (InGaAs)  sensors.  Si  sensors  cover  the wavelength  range  of 
400 – 1000 nm, whereas  InGaAs sensors are  typically sensitive  in  the 900 – 1700 nm 
wavelength region.  
As a first step to evaluate the potential of hyperspectral imaging in surgery, the spectral 
signatures  of  a  variety  of  tissue  types  were  explored  for  distinctive  endogenous 
contrasts using DRS. Presently hyperspectral cameras with Si (covering the visible and 
near‐infrared  wavelengths)  and  InGaAs  (covering  the  extended  near‐infrared  and 
infrared  range)  sensor  chips  are  becoming  available.  Therefore,  we  report 
investigations on including spectral distinctive features for these two sensor ranges. 
A first ex vivo exploration of DRS was described  in Chapter 7. The wide‐band spectral 
properties of various tissue types were investigated in freshly explanted human colonic 
specimens:  normal  colonic  tissue,  tumorous  tissue  in  the  colon, mesenteric  adipose 
tissue, arteries, veins and ureter. Translating the acquired spectra  into clinically useful 
information by automated diagnostic algorithms  is demonstrated for single spot data. 
The  potential  of  such  first  (non‐imaging)  DRS  is  the  possibility  to  incorporate  the 
technique in a hyperspectral imaging modality. 
In colorectal surgery detecting ureters and mesenteric arteries is of utmost importance 
to  prevent  iatrogenic  injury  and  to  facilitate  intraoperative  decision‐making.  A  tool 
enabling  ureter‐  and  artery‐specific  image  enhancement within  surrounding  adipose 
tissue would facilitate this need, especially during laparoscopy. Chapter 8 describes the 
use  of  DRS  in  open  colorectal  surgery  for  classification  of  ureter  and  artery  in 
surrounding  adipose  tissue.  To  identify  possible  distinctive  features  for  tissue 
classification, 36 features (i.e., 18 gradients and 18 amplitude differences at predefined 
points  in  the  tissue  spectra) were extracted based on  known wavelengths  related  to 
characteristic  absorption  features  for  blood,  water  and  fat.  Gradients  are  “slopes” 
between  two  predefined  points  in  the  tissue  spectra,  i.e.:  (DR2  –  DR1)/(2  –  1). 
Amplitude  differences  are  “intensity  differences”  between  two  predefined  spectral 
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points,  i.e.  (DR2‐DR1). DR = diffuse  reflectance; = wavelength. The  features used  for 
classification are potentially significant due to differences in chemical composition (e.g. 
haemoglobin, water and  lipid content) of the  investigated tissues and structures. This 
study shows that Si‐ and InGaAs‐sensors (i.e. the spectral detection ranges which were 
used in the spectral data analysis, as outlined above) are equally suited for automated 
classification of ureter versus surrounding adipose tissue. Si‐sensors seem better suited 
for classifying artery versus mesenteric adipose tissue.  
Also,  intraoperative  nerve  localization  is  of  great  importance  in  surgery.  In  certain 
procedures, where nerves show visual resemblance to surrounding adipose tissue, this 
can be particularly challenging  for  the human eye. A camera  system, enabling nerve‐
specific  image enhancement, would be useful. Chapter 9  identifies  InGaAs‐sensors as 
better  suited  for automated discrimination between nerves and  surrounding adipose 
tissue  than  Si‐sensors.  This  is  probably  based  on  the  different  ratio  in  which  the 
endogenous  chromophores  water  and  lipid  are  present  in  respectively  nerve  and 
adipose tissue. Selective enhancement of nerves versus surrounding adipose tissue can 
be expected to be beneficial within all surgical disciplines. 
In  thyroid and parathyroid surgery  iatrogenic parathyroid  injury should be prevented. 
Detecting the small sized parathyroid glands can be challenging and time consuming. In 
Chapter  10,  automated  parathyroid  differentiation  is  investigated.  Si‐  and  InGaAs‐
sensors seem  fairly accurate  for automated  tissue classification of parathyroid versus 
adipose  tissue or adjacent  thyroid  tissue. However,  clinically  relevant accuracy  levels 
were not established  for  the  single  sensor  types. The combination of  the  two  sensor 
technologies significantly  improves accuracy, especially  regarding parathyroid‐adipose 
tissue classification. 
Given  the  results obtained by  the  several explorative  studies using  fibre‐optic DRS  in 
this  thesis,  the potential  for  automated  tissue  classification  is underlined. Therefore, 
further  investigation  of  hyperspectral  enhanced  surgical  imaging  certainly  looks 
worthwhile.  
The  intraoperative visual  judgment of a surgeon  is not solely based on color (spectral) 
information,  but  also  relies  on  the  recognition  of  spatial  anatomical  position  of  a 
specific  tissue. Therefore,  the spot‐wise probe measurements  (i.e.  the “ground‐truth” 
reference spectra of specific tissue types) performed in the explorative studies reported 
in this thesis, should be considered just a first step towards the clinically more relevant 
technique  of  hyperspectral  imaging  of  the  whole  surgical  field  (i.e.  offering  tissue‐
specific contrast‐enhancement).  
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Discussion and future perspectives 
The  research  performed  in  this  thesis  underlines  the  potential  of  real‐time, 
intraoperative  optical  tools  facilitating  improved  anatomical  navigation.  Innovative 
optical  techniques  might  ultimately  be  implemented  during  routine  surgery  as  an 
adjunct  to  current  imaging modalities  or  even  (partly)  replace  conventional  imaging 
methods,  such  as  conventional  intraoperative  cholangiography  in  laparoscopic 
cholecystectomy. 
Tissue differentiation beyond the limits of the human eye 
As  already  highlighted  in  the  Introduction  of  this  thesis  (Chapter  1),  in  vivo  optical 
techniques  can  be  based  on  exogenous  or  endogenous  contrasts.  The  research 
described  in this thesis studied both types of optical techniques. Current state‐of‐the‐
art fluorescence imaging of tissues is based on exogenous contrast agents active in the 
near‐infrared  (NIR)  spectral  range  (wavelength  range:  700  –  900  nm).  Tissue  auto‐
fluorescence,  absorbance  and  scattering  are  minimized  in  this  wavelength  range, 
making NIR fluorophores advantageous over optical dyes which are fluorescent  in the 
visible range, below the NIR range3,4. NIR imaging has already been applied for various 
clinical  applications  in  surgery,  for  both  anatomical  guidance  (Chapter  2)  and 
intraoperative cancer detection5‐8.  
Wide‐band  (wavelength  range:  350  –  1830  nm)  diffuse  reflectance  spectroscopy  is 
based  on  endogenous  tissue  contrasts.  In  the  so‐called  extended NIR  spectral  range 
(wavelength range: 1100 – 1400 nm) particularly the endogenous tissue chromophores 
water and lipid generate different spectra. The different spectra are due to the fact that 
the  chemical  tissue  composition  differs  per  tissue  type.  For  example,  adipose  tissue 
contains 11.4  to 30.5% water and 61.4  to 87.3%  lipid; blood constitutes  for 79.0% of 
water and only for 0.6% of lipid9.  
This “second near‐infrared window”  10  is a  relatively undiscovered  field  in biomedical 
imaging. This is mainly due to the spectral response limit of silicon (Si) cameras that are 
blind  beyond  1100  nm.  With  the  availability  of  indium  gallium  arsenide  (InGaAs: 
≥900 nm)  sensor  camera  chips next  to  standard  silicon  (Si:  ≤1000 nm)  sensors11,  this 
extended spectral window now becomes applicable for affordable optical imaging. 
In the extended NIR spectral range, deep tissue imaging is very well possible, given an 
even  further minimized  auto‐fluorescence  and  scattering  compared  to  the  “first NIR 
window”. Cao et al have demonstrated that multispectral imaging in the extended NIR 
range provides new opportunities for label‐free imaging, i.e. without administration of 
exogenous contrast agents9.  
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Discussion and future perspectives 
The  research  performed  in  this  thesis  underlines  the  potential  of  real‐time, 
intraoperative  optical  tools  facilitating  improved  anatomical  navigation.  Innovative 
optical  techniques  might  ultimately  be  implemented  during  routine  surgery  as  an 
adjunct  to  current  imaging modalities  or  even  (partly)  replace  conventional  imaging 
methods,  such  as  conventional  intraoperative  cholangiography  in  laparoscopic 
cholecystectomy. 
Tissue differentiation beyond the limits of the human eye 
As  already  highlighted  in  the  Introduction  of  this  thesis  (Chapter  1),  in  vivo  optical 
techniques  can  be  based  on  exogenous  or  endogenous  contrasts.  The  research 
described  in this thesis studied both types of optical techniques. Current state‐of‐the‐
art fluorescence imaging of tissues is based on exogenous contrast agents active in the 
near‐infrared  (NIR)  spectral  range  (wavelength  range:  700  –  900  nm).  Tissue  auto‐
fluorescence,  absorbance  and  scattering  are  minimized  in  this  wavelength  range, 
making NIR fluorophores advantageous over optical dyes which are fluorescent  in the 
visible range, below the NIR range3,4. NIR imaging has already been applied for various 
clinical  applications  in  surgery,  for  both  anatomical  guidance  (Chapter  2)  and 
intraoperative cancer detection5‐8.  
Wide‐band  (wavelength  range:  350  –  1830  nm)  diffuse  reflectance  spectroscopy  is 
based  on  endogenous  tissue  contrasts.  In  the  so‐called  extended NIR  spectral  range 
(wavelength range: 1100 – 1400 nm) particularly the endogenous tissue chromophores 
water and lipid generate different spectra. The different spectra are due to the fact that 
the  chemical  tissue  composition  differs  per  tissue  type.  For  example,  adipose  tissue 
contains 11.4  to 30.5% water and 61.4  to 87.3%  lipid; blood constitutes  for 79.0% of 
water and only for 0.6% of lipid9.  
This “second near‐infrared window”  10  is a  relatively undiscovered  field  in biomedical 
imaging. This is mainly due to the spectral response limit of silicon (Si) cameras that are 
blind  beyond  1100  nm.  With  the  availability  of  indium  gallium  arsenide  (InGaAs: 
≥900 nm)  sensor  camera  chips next  to  standard  silicon  (Si:  ≤1000 nm)  sensors11,  this 
extended spectral window now becomes applicable for affordable optical imaging. 
In the extended NIR spectral range, deep tissue imaging is very well possible, given an 
even  further minimized  auto‐fluorescence  and  scattering  compared  to  the  “first NIR 
window”. Cao et al have demonstrated that multispectral imaging in the extended NIR 
range provides new opportunities for label‐free imaging, i.e. without administration of 
exogenous contrast agents9.  
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Near‐infrared fluorescence imaging: limitations and future perspectives 
As underlined by this thesis, near‐infrared  fluorescence  imaging enables  identification 
of  several  vital  anatomical  structures  (e.g.  bile  ducts,  arteries,  ureters),  even when 
covered  under  a  layer  of  fatty  tissue.  These  are  all  hollow  structures  that  can  be 
delineated  using  endoluminal  transported  dyes.  For  nerve  imaging,  indirect  nerve 
detection by illumination of a neurovascular bundle has been reported12. Nerve‐specific 
agents  are  not  yet  available  for  clinical  testing.  In  vivo optical  imaging of peripheral 
nerves using  systemically administered myelin‐selective  fluorescent dyes  in a  rat and 
pig model13 or nerve‐highlighting  fluorescent peptides  in mice14, have been described 
though.  A  new  NIR  fluorescent  dye  for  use  in  the  design  of  nerve‐targeted  optical 
imaging probes is also being developed using a rat model15.  
Besides  anatomical  imaging,  NIRF  imaging  is  extensively  explored  for  image‐guided 
cancer surgery (e.g. for sentinel lymph node detection in breast cancer, gastric cancer, 
melanoma and colorectal cancer surgery)16. 
Compared  to  conventional  radiological  imaging  techniques, NIRF  imaging has already 
been deemed cost‐effective19. Also, this new optical imaging technique is regarded as a 
safe,  simple  method  with  the  great  advantage  of  enabling  real‐time  imaging  of 
tissues17,18,20‐22.  The  safety  of  the  clinically  approved  fluorescent  dyes  ICG  and 
methylene blue (MB) is supported by the absence of reported adverse reactions in the 
literature6,17,18,20‐34. To  further minimize  the  risk of a possible adverse  reaction  to  the 
iodine in ICG8, an iodine‐free preparation of ICG31 can be used for NIRF imaging.  
NIRF imaging has the potential and promise to become standard clinical practice during 
minimally  invasive  surgery  when  identification  of  a  critical  anatomical  structure  is 
required. However, this technique still has limitations that require optimization.  
The  first  of  these  limitations  is  the  current  state  of  the NIRF  imaging  systems.  It  is 
obvious  that  the  presently  available  imaging  systems  will  be  subjected  to  further 
development to  improve performance and user‐friendliness. Presently, the surgeon  is 
merely  “left  in  the  dark”  when  viewing  in  fluorescence  mode,  so  one  of  the 
improvements  that  can  greatly  influence  the  performance  of  NIRF  imaging  during 
surgery would be the ability to merge white light and fluorescence images in real‐time, 
thereby showing fluorescent structures in their anatomical context.  
Another limitation of NIRF imaging is the limited penetration depth at which structures 
can be visualized using the currently available dyes and imaging systems. Various values 
have been reported in the literature5,35, with a maximum penetration depth found of 10 
mm  in  fatty  tissue. Novel  fluorescent  dyes  and  dedicated NIRF  imaging  systems  are 
needed to improve penetration depth, as in surgery essential structures are not seldom 
covered by a layer of ≥10 mm fatty tissue.  
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The combination of these two factors will allow for an expansion of potential
applications for NIRF imaging, by improving the maximum penetration depth of
fluorophores and the contrast‐to‐background‐ratio (CBR) through better optics6.  
Regarding sentinel lymph node detection in cancer surgery, the use of combined
radioactive and fluorescent imaging agents has the potential to improve both
preoperative (i.e. by planning of the surgical procedure) and intraoperative (i.e., by
real‐time fluorescence detection) image‐guidance36.  
Next, extending the range of available clinically approved fluorescent dyes is another
point that needs attention. To date, only ICG and MB are FDA approved for clinical use.
The preclinical fluorescent dyes CW800‐CA (investigated in Chapter 5 and Chapter 6 of
this thesis), CW800‐NHS and ZW800‐1 have been reported as promising new
fluorophores due to their excretion through bile (CW800) and/or urine (both CW800
and ZW800‐1), high extinction coefficient, high quantum yield, rapid onset of NIR
fluorescent signal and the ability for prolonged imaging when compared to ICG and
MB23,30. Furthermore, ICG only has a poor binding capacity, whereas this is an area in
which fluorophores such as CW800‐NHS and ZW800‐1 perform very well37,38.
Unfortunately, it will take some time before these dyes can be included in human trials
in order to prove their true potential30.
The timing of dye administration is another point of attention. Various strategies have
been reported with as many outcomes in terms of performance. For example, in
laparoscopic fluorescence cholangiography, twenty‐four hours preoperative
administration has shown to provide a better CBR compared to two hours preoperative
administration39. However, logistically this strategy might prove difficult to incorporate
for procedures performed in day‐care. Future studies are necessary to determine a
standard protocol for fluorophore administration in combination with NIRF imaging.
This should be performed per type of application.  
The implementation of NIRF imaging in standard clinical practice will take time and
randomized clinical trials are needed to prove its true benefit compared to current
intraoperative imaging techniques6. Optimization of both imaging systems and dyes for
NIRF imaging (e.g., improving the quality of fluorescence images in terms of higher CBR)
can help to reach this goal.
For intraoperative bile duct imaging during laparoscopic cholecystectomy, a multicenter
randomized controlled trial is currently being prepared. This study aims to evaluate
whether earlier establishment as well as improved visualization of Critical View of
Safety can be obtained during laparoscopic cholecystectomy, by applying NIRF
laparoscopic imaging as an adjunct to conventional laparoscopic imaging versus
conventional laparoscopic imaging alone.
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Ultimately,  it  is  expected  that  the  risk  of  intraoperative  iatrogenic  injury,  especially 
during minimally  invasive  surgical  procedures,  will  decrease  as  the  surgeon  can  be 
provided with a clearer and  increased  in‐depth understanding of  the whereabouts of 
vital anatomical structures during surgical dissection25.  
Spectroscopy and Hyperspectral imaging: limitations and future 
perspectives 
With  the explorative  studies on ex vivo and  in vivo  spectroscopy  in  this  thesis, wide‐
band (350 – 1830 nm) spectral signatures of several human tissue types were revealed. 
Regarding the spectral analysis of these data, predefined spectral wavelengths related 
to three predominant tissue parameters (oxygenated/deoxygenated hemoglobin, water 
and  fat) were applied  to extract distinctive  spectral  features. The  relevance of  these 
three  parameters  with  respect  to  spectroscopic  data  processing  is  underlined  by  a 
recent review article by Bydlon et al.40. These are the three most common endogenous 
chromophores  in  the human body and also  the most utilized parameters  in all of  the 
clinical studies using DRS.  
The  spectroscopic  measurements  in  this  thesis  were  confined  to  single‐spot  data 
acquisition. A surgeon’s  judgment regarding anatomical navigation  is not solely based 
on  color  spectral  information,  but  also  relies  on  the  recognition  of  the  spatial 
anatomical position of a specific  tissue. Therefore,  future work needs extension  from 
spot‐wise data acquisition to spectral image acquisition of the full surgical field. In other 
words,  translation  of  the  DRS  findings  to  multispectral  or  hyperspectral  imaging  is 
needed before surgical image‐enhancement can be achieved. For this ultimate goal the 
first steps have been taken by the studies described in this thesis. Based on the results 
of the in vivo spectral analyses we now have clues to what sensor detector ranges (i.e., 
Si‐  and/or  InGaAs‐sensors),  tissue‐specific  (e.g.  nerve,  ureter,  artery,  parathyroid) 
contrast‐enhancement is feasible to investigate. 
When considering probe‐based spectroscopy for clinical implementation, a DRS system 
and the associated optical probes will have to be manufactured on a large scale. Safety 
regulations have to be met before a probe is suitable for commercial use. The custom 
developed optical probe as used in the studies described in this thesis, was already CE 
marked  and  available  for  sterile  applications  during  surgery.  To  facilitate  large  scale 
manufacturing of optical systems, a reduction in costs and complexity is needed. 
Furthermore, calibration of a DRS system, which is currently necessary each time prior 
to use, is time‐consuming and not desirable as an additive optical tool should decrease 
the procedural time. This problem could be solved by an automatic internal calibration.  
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Not  unimportantly,  is  the  role  of  the  end‐user  of  the  optical  system.  In  terms  of 
intraoperative anatomical guidance, the surgeon will most likely handle the new optical 
tool. Depending on  the way  spectroscopic data will be presented  (preferably  image‐
wise,  so  that  the  surgeon  can  relate  real‐time  optical  feedback  to  the  conventional 
surgical view) it has to be determined if and how training of the end‐user is required.  
It is likely that DRS and/or hyperspectral imaging will eventually serve as an additional 
intraoperative  tool  for  the  surgeon  to  facilitate automated  tissue differentiation  (e.g. 
arterial, ureteral, biliary, nerve) in challenging types of surgery. Applicability is possible 
in a wide  variety of  surgical  specialties, e.g. general  surgery, head and neck  surgery, 
urology, plastic surgery, gynecology and neurosurgery. 
As with NIRF imaging, the spectroscopic technique will most likely also be incorporated 
in e.g. robotic systems, enabling real‐time  image‐guidance during  for example robotic 
microsurgery41. Ultimately, surgical navigation will move forward to three‐dimensional 
spectroscopically  enhanced  endoscopy;  not  only  in  telemanipulated  (robotic) 
endoscopic surgery, but also in handheld endoscopy.  
 
In  conclusion,  future  implementation of new  intraoperative optical methods,  such as 
NIRF  or  DRS,  can  provide  the  surgeon  with  improved  real‐time  identification  and 
physiological  tissue  characterization  of  essential  anatomical  structures  encountered 
during  a  wide  variety  of  surgical  procedures.  This  could  significantly  contribute  to 
intraoperative  anatomy  navigation  and  facilitate  critical  decision‐making.  The  NIRF 
technique is closest to clinical implementation. Endogenous contrast‐based techniques 
such  as  DRS  can  be  a  strong  surgical  tool  when  further  development  has  been 
completed.  Both  NIRF  and  DRS  still  have  their  limitations  but  certainly  also  have 
potential to  improve surgical care as additive  intraoperative tools. This can ultimately 
result in higher procedural safety and efficiency. Health‐care costs could be reduced by 
avoiding  costly  re‐operations  (and  thereby  re‐admission  to  or  longer  stay  in  the 
hospital) for e.g. repair of a ureteral injury or a common bile duct injury. When certain 
routine  surgical  procedures  can  be  performed  faster,  as  a  consequence  of  earlier 
identification of vital anatomical structures, this can also lead to a cost reduction.  
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urology, plastic surgery, gynecology and neurosurgery. 
As with NIRF imaging, the spectroscopic technique will most likely also be incorporated 
in e.g. robotic systems, enabling real‐time  image‐guidance during  for example robotic 
microsurgery41. Ultimately, surgical navigation will move forward to three‐dimensional 
spectroscopically  enhanced  endoscopy;  not  only  in  telemanipulated  (robotic) 
endoscopic surgery, but also in handheld endoscopy.  
 
In  conclusion,  future  implementation of new  intraoperative optical methods,  such as 
NIRF  or  DRS,  can  provide  the  surgeon  with  improved  real‐time  identification  and 
physiological  tissue  characterization  of  essential  anatomical  structures  encountered 
during  a  wide  variety  of  surgical  procedures.  This  could  significantly  contribute  to 
intraoperative  anatomy  navigation  and  facilitate  critical  decision‐making.  The  NIRF 
technique is closest to clinical implementation. Endogenous contrast‐based techniques 
such  as  DRS  can  be  a  strong  surgical  tool  when  further  development  has  been 
completed.  Both  NIRF  and  DRS  still  have  their  limitations  but  certainly  also  have 
potential to  improve surgical care as additive  intraoperative tools. This can ultimately 
result in higher procedural safety and efficiency. Health‐care costs could be reduced by 
avoiding  costly  re‐operations  (and  thereby  re‐admission  to  or  longer  stay  in  the 
hospital) for e.g. repair of a ureteral injury or a common bile duct injury. When certain 
routine  surgical  procedures  can  be  performed  faster,  as  a  consequence  of  earlier 
identification of vital anatomical structures, this can also lead to a cost reduction.  
Chapter 11 
176 
References 
1.  Koninckx PR, Stepanian A, Adamyan L, Ussia A, Donnez J, Wattiez A (2013) The digital operating room 
and the surgeon. Gynecological Surgery 10:57‐62 
2.  Broeders  IA, Niessen W,  van  der Werken  C,  van Vroonhoven  TJ  (2000)  [The  operating  room  of  the 
future]. Nederlands tijdschrift voor geneeskunde 144:204‐210 
3.  Frangioni  JV  (2003)  In  vivo  near‐infrared  fluorescence  imaging.  Current  opinion  in  chemical  biology 
7:626‐634 
4.  Klohs  J,  Wunder  A,  Licha  K  (2008)  Near‐infrared  fluorescent  probes  for  imaging  vascular 
pathophysiology. Basic research in cardiology 103:144‐151 
5.  Schols RM, Bouvy ND, van Dam RM, Stassen LP  (2013) Advanced  intraoperative  imaging methods  for 
laparoscopic anatomy navigation: an overview. Surg Endosc 27:1851‐1859 
6.  Verbeek FP, van der Vorst JR, Schaafsma BE, Hutteman M, Bonsing BA, van Leeuwen FW, Frangioni JV, 
van de Velde CJ, Swijnenburg RJ, Vahrmeijer AL  (2012)  Image‐guided hepatopancreatobiliary  surgery 
using near‐infrared fluorescent light. J Hepatobiliary Pancreat Sci 19:626‐637 
7.  Marano A, Priora F, Lenti LM, Ravazzoni F, Quarati R, Spinoglio G (2013) Application of fluorescence in 
robotic general surgery: review of the literature and state of the art. World J Surg 37:2800‐2811 
8.  Cahill RA, Ris F, Mortensen NJ  (2011) Near‐infrared  laparoscopy  for  real‐time  intra‐operative arterial 
and lymphatic perfusion imaging. Colorectal Dis 13 Suppl 7:12‐17 
9.  Cao Q, Zhegalova NG, Wang ST, Akers WJ, Berezin MY  (2013) Multispectral  imaging  in  the extended 
near‐infrared window based on endogenous chromophores. J Biomed Opt 18:101318 
10.  Smith  AM,  Mancini  MC,  Nie  S  (2009)  Bioimaging:  second  window  for  in  vivo  imaging.  Nature 
nanotechnology 4:710‐711 
11.  Lu G, Fei B (2014) Medical hyperspectral imaging: a review. J Biomed Opt 19:10901 
12.  Wagner OJ,  Louie BE, Vallieres E, Aye RW, Farivar AS  (2012) Near‐infrared  fluorescence  imaging  can 
help identify the contralateral phrenic nerve during robotic thymectomy. Ann Thorac Surg 94:622‐625 
13.  Gibbs‐Strauss SL, Nasr KA, Fish KM, Khullar O, Ashitate Y, Siclovan TM, Johnson BF, Barnhardt NE, Tan 
Hehir CA, Frangioni JV (2011) Nerve‐highlighting fluorescent contrast agents for image‐guided surgery. 
Molecular imaging 10:91‐101 
14.  Whitney MA,  Crisp  JL, Nguyen  LT,  Friedman  B, Gross  LA,  Steinbach  P,  Tsien  RY, Nguyen QT  (2011) 
Fluorescent  peptides  highlight  peripheral  nerves  during  surgery  in mice.  Nature  biotechnology  29: 
352‐356 
15.  Gustafson TP, Yan Y, Newton P, Hunter DA, Achilefu S, Akers WJ, Mackinnon SE, Johnson PJ, Berezin MY 
(2012) A NIR Dye for Development of Peripheral Nerve Targeted Probes. MedChemComm 3:685‐690 
16.  Vahrmeijer  AL,  Hutteman M,  van  der  Vorst  JR,  van  de  Velde  CJ,  Frangioni  JV  (2013)  Image‐guided 
cancer surgery using near‐infrared fluorescence. Nature reviews Clinical oncology 10:507‐518 
17.  Miyashiro I, Kishi K, Yano M, Tanaka K, Motoori M, Ohue M, Ohigashi H, Takenaka A, Tomita Y, Ishikawa 
O  (2011)  Laparoscopic  detection  of  sentinel  node  in  gastric  cancer  surgery  by  indocyanine  green 
fluorescence imaging. Surg Endosc 25:1672‐1676 
18.  Tobis S, Knopf J, Silvers C, Yao J, Rashid H, Wu G, Golijanin D (2011) Near infrared fluorescence imaging 
with  robotic  assisted  laparoscopic  partial  nephrectomy:  initial  clinical  experience  for  renal  cortical 
tumors. J Urol 186:47‐52 
19.  Dip FD, Asbun D, Rosales‐Velderrain A, Menzo EL, Simpfendorfer CH, Szomstein S, Rosenthal RJ (2014) 
Cost  analysis  and  effectiveness  comparing  the  routine  use  of  intraoperative  fluorescent 
cholangiography  with  fluoroscopic  cholangiogram  in  patients  undergoing  laparoscopic 
cholecystectomy. Surg Endosc 28:1838‐43 
20.  Ankersmit M, van der Pas MH, van Dam DA, Meijerink WJ (2011) Near infrared fluorescence lymphatic 
laparoscopy of the colon and mesocolon. Colorectal Dis 13 Suppl 7:70‐73 
21.  Aoki T, Murakami M, Yasuda D, Shimizu Y, Kusano T, Matsuda K, Niiya T, Kato H, Murai N, Otsuka K, 
Kusano M, Kato T (2010) Intraoperative fluorescent imaging using indocyanine green for liver mapping 
and cholangiography. J Hepatobiliary Pancreat Sci 17:590‐594 
  Summary, discussion and future perspectives  
177 
22.  van der Pas MH, van Dongen GA, Cailler F, Pelegrin A, Meijerink WJ (2010) Sentinel node procedure of 
the sigmoid using indocyanine green: feasibility study in a goat model. Surg Endosc 24:2182‐2187 
23.  Ashitate  Y,  Stockdale  A,  Choi  HS,  Laurence  RG,  Frangioni  JV  (2012)  Real‐time  simultaneous  near‐
infrared fluorescence imaging of bile duct and arterial anatomy. J Surg Res 176:7‐13 
24.  Buchs  NC,  Hagen  ME,  Pugin  F,  Volonte  F,  Bucher  P,  Schiffer  E,  Morel  P  (2012)  Intra‐operative 
fluorescent  cholangiography using  indocyanin  green during  robotic  single  site  cholecystectomy.  Int  J 
Med Robot 8:436‐440 
25.  Cahill RA, Anderson M, Wang LM, Lindsey  I, Cunningham C, Mortensen NJ  (2012) Near‐infrared  (NIR) 
laparoscopy  for  intraoperative  lymphatic  road‐mapping  and  sentinel  node  identification  during 
definitive surgical resection of early‐stage colorectal neoplasia. Surg Endosc 26:197‐204 
26.  Ishizawa T, Bandai Y,  Ijichi M, Kaneko  J, Hasegawa K, Kokudo N  (2010)  Fluorescent  cholangiography 
illuminating the biliary tree during laparoscopic cholecystectomy. Br J Surg 97:1369‐1377 
27.  Ishizawa T, Kaneko J, Inoue Y, Takemura N, Seyama Y, Aoki T, Beck Y, Sugawara Y, Hasegawa K, Harada 
N,  Ijichi  M,  Kusaka  K,  Shibasaki  M,  Bandai  Y,  Kokudo  N  (2011)  Application  of  fluorescent 
cholangiography to single‐incision laparoscopic cholecystectomy. Surg Endosc 25:2631‐2636 
28.  Jeschke S, Lusuardi L, Myatt A, Hruby S, Pirich C, Janetschek G (2012) Visualisation of the  lymph node 
pathway  in  real  time  by  laparoscopic  radioisotope‐  and  fluorescence‐guided  sentinel  lymph  node 
dissection in prostate cancer staging. Urology 80:1080‐1086 
29.  Matsui  A,  Tanaka  E,  Choi  HS,  Kianzad  V,  Gioux  S,  Lomnes  SJ,  Frangioni  JV  (2010)  Real‐time,  near‐
infrared, fluorescence‐guided identification of the ureters using methylene blue. Surgery 148:78‐86 
30.  Matsui A, Tanaka E, Choi HS, Winer JH, Kianzad V, Gioux S, Laurence RG, Frangioni JV (2010) Real‐time 
intra‐operative near‐infrared  fluorescence  identification of  the extrahepatic bile ducts using clinically 
available contrast agents. Surgery 148:87‐95 
31.  Schols  RM,  Bouvy  ND,  Masclee  AA,  van  Dam  RM,  Dejong  CH,  Stassen  LP  (2013)  Fluorescence 
cholangiography  during  laparoscopic  cholecystectomy:  a  feasibility  study  on  early  biliary  tract 
delineation. Surg Endosc 27:1530‐1536 
32.  Tagaya N, Shimoda M, Kato M, Nakagawa A, Abe A,  Iwasaki Y, Oishi H, Shirotani N, Kubota K  (2010) 
Intraoperative  exploration  of  biliary  anatomy  using  fluorescence  imaging  of  indocyanine  green  in 
experimental and clinical cholecystectomies. J Hepatobiliary Pancreat Sci 17:595‐600 
33.  Tajima Y, Murakami M, Yamazaki K, Masuda Y, Kato M, Sato A, Goto S, Otsuka K, Kato T, Kusano M 
(2010) Sentinel node mapping guided by  indocyanine green fluorescence  imaging during  laparoscopic 
surgery in gastric cancer. Ann Surg Oncol 17:1787‐1793 
34.  Yoshida M, Kubota K, Kuroda J, Ohta K, Nakamura T, Saito J, Kobayashi M, Sato T, Beck Y, Kitagawa Y, 
Kitajima M  (2012)  Indocyanine  green  injection  for detecting  sentinel nodes using  color  fluorescence 
camera in the laparoscopy‐assisted gastrectomy. J Gastroenterol Hepatol 27 Suppl 3:29‐33 
35.  Verbeek FP, van der Vorst  JR, Schaafsma BE, Swijnenburg RJ, Gaarenstroom KN, Elzevier HW, van de 
Velde  CJ,  Frangioni  JV,  Vahrmeijer  AL  (2013)  Intraoperative  near  infrared  fluorescence  guided 
identification  of  the  ureters  using  low  dose  methylene  blue:  a  first  in  human  experience.  J  Urol 
190:574‐579 
36.  Buckle T, Chin PT, van  Leeuwen FW  (2010)  (Non‐targeted)  radioactive/fluorescent nanoparticles and 
their  potential  in  combined  pre‐  and  intraoperative  imaging  during  sentinel  lymph  node  resection. 
Nanotechnology 21:482001 
37.  Choi HS, Gibbs SL, Lee JH, Kim SH, Ashitate Y, Liu F, Hyun H, Park G, Xie Y, Bae S, Henary M, Frangioni JV 
(2013) Targeted zwitterionic near‐infrared  fluorophores  for  improved optical  imaging. Nat Biotechnol 
31:148‐153 
38.  Kosaka N, Mitsunaga M,  Longmire MR,  Choyke  PL,  Kobayashi H  (2011) Near  infrared  fluorescence‐
guided  real‐time  endoscopic  detection  of  peritoneal  ovarian  cancer  nodules  using  intravenously 
injected indocyanine green. Int J Cancer 129:1671‐1677 
39.  Verbeek FP, Schaafsma BE, Tummers QR, van der Vorst JR, van der Made WJ, Baeten CI, Bonsing BA, 
Frangioni  JV,  van  de  Velde  CJ,  Vahrmeijer  AL,  Swijnenburg  RJ  (2013)  Optimization  of  near‐infrared 
fluorescence cholangiography for open and laparoscopic surgery. Surg Endosc 28:1076‐82 
Chapter 11 
176 
References 
1.  Koninckx PR, Stepanian A, Adamyan L, Ussia A, Donnez J, Wattiez A (2013) The digital operating room 
and the surgeon. Gynecological Surgery 10:57‐62 
2.  Broeders  IA, Niessen W,  van  der Werken  C,  van Vroonhoven  TJ  (2000)  [The  operating  room  of  the 
future]. Nederlands tijdschrift voor geneeskunde 144:204‐210 
3.  Frangioni  JV  (2003)  In  vivo  near‐infrared  fluorescence  imaging.  Current  opinion  in  chemical  biology 
7:626‐634 
4.  Klohs  J,  Wunder  A,  Licha  K  (2008)  Near‐infrared  fluorescent  probes  for  imaging  vascular 
pathophysiology. Basic research in cardiology 103:144‐151 
5.  Schols RM, Bouvy ND, van Dam RM, Stassen LP  (2013) Advanced  intraoperative  imaging methods  for 
laparoscopic anatomy navigation: an overview. Surg Endosc 27:1851‐1859 
6.  Verbeek FP, van der Vorst JR, Schaafsma BE, Hutteman M, Bonsing BA, van Leeuwen FW, Frangioni JV, 
van de Velde CJ, Swijnenburg RJ, Vahrmeijer AL  (2012)  Image‐guided hepatopancreatobiliary  surgery 
using near‐infrared fluorescent light. J Hepatobiliary Pancreat Sci 19:626‐637 
7.  Marano A, Priora F, Lenti LM, Ravazzoni F, Quarati R, Spinoglio G (2013) Application of fluorescence in 
robotic general surgery: review of the literature and state of the art. World J Surg 37:2800‐2811 
8.  Cahill RA, Ris F, Mortensen NJ  (2011) Near‐infrared  laparoscopy  for  real‐time  intra‐operative arterial 
and lymphatic perfusion imaging. Colorectal Dis 13 Suppl 7:12‐17 
9.  Cao Q, Zhegalova NG, Wang ST, Akers WJ, Berezin MY  (2013) Multispectral  imaging  in  the extended 
near‐infrared window based on endogenous chromophores. J Biomed Opt 18:101318 
10.  Smith  AM,  Mancini  MC,  Nie  S  (2009)  Bioimaging:  second  window  for  in  vivo  imaging.  Nature 
nanotechnology 4:710‐711 
11.  Lu G, Fei B (2014) Medical hyperspectral imaging: a review. J Biomed Opt 19:10901 
12.  Wagner OJ,  Louie BE, Vallieres E, Aye RW, Farivar AS  (2012) Near‐infrared  fluorescence  imaging  can 
help identify the contralateral phrenic nerve during robotic thymectomy. Ann Thorac Surg 94:622‐625 
13.  Gibbs‐Strauss SL, Nasr KA, Fish KM, Khullar O, Ashitate Y, Siclovan TM, Johnson BF, Barnhardt NE, Tan 
Hehir CA, Frangioni JV (2011) Nerve‐highlighting fluorescent contrast agents for image‐guided surgery. 
Molecular imaging 10:91‐101 
14.  Whitney MA,  Crisp  JL, Nguyen  LT,  Friedman  B, Gross  LA,  Steinbach  P,  Tsien  RY, Nguyen QT  (2011) 
Fluorescent  peptides  highlight  peripheral  nerves  during  surgery  in mice.  Nature  biotechnology  29: 
352‐356 
15.  Gustafson TP, Yan Y, Newton P, Hunter DA, Achilefu S, Akers WJ, Mackinnon SE, Johnson PJ, Berezin MY 
(2012) A NIR Dye for Development of Peripheral Nerve Targeted Probes. MedChemComm 3:685‐690 
16.  Vahrmeijer  AL,  Hutteman M,  van  der  Vorst  JR,  van  de  Velde  CJ,  Frangioni  JV  (2013)  Image‐guided 
cancer surgery using near‐infrared fluorescence. Nature reviews Clinical oncology 10:507‐518 
17.  Miyashiro I, Kishi K, Yano M, Tanaka K, Motoori M, Ohue M, Ohigashi H, Takenaka A, Tomita Y, Ishikawa 
O  (2011)  Laparoscopic  detection  of  sentinel  node  in  gastric  cancer  surgery  by  indocyanine  green 
fluorescence imaging. Surg Endosc 25:1672‐1676 
18.  Tobis S, Knopf J, Silvers C, Yao J, Rashid H, Wu G, Golijanin D (2011) Near infrared fluorescence imaging 
with  robotic  assisted  laparoscopic  partial  nephrectomy:  initial  clinical  experience  for  renal  cortical 
tumors. J Urol 186:47‐52 
19.  Dip FD, Asbun D, Rosales‐Velderrain A, Menzo EL, Simpfendorfer CH, Szomstein S, Rosenthal RJ (2014) 
Cost  analysis  and  effectiveness  comparing  the  routine  use  of  intraoperative  fluorescent 
cholangiography  with  fluoroscopic  cholangiogram  in  patients  undergoing  laparoscopic 
cholecystectomy. Surg Endosc 28:1838‐43 
20.  Ankersmit M, van der Pas MH, van Dam DA, Meijerink WJ (2011) Near infrared fluorescence lymphatic 
laparoscopy of the colon and mesocolon. Colorectal Dis 13 Suppl 7:70‐73 
21.  Aoki T, Murakami M, Yasuda D, Shimizu Y, Kusano T, Matsuda K, Niiya T, Kato H, Murai N, Otsuka K, 
Kusano M, Kato T (2010) Intraoperative fluorescent imaging using indocyanine green for liver mapping 
and cholangiography. J Hepatobiliary Pancreat Sci 17:590‐594 
  Summary, discussion and future perspectives  
177 
22.  van der Pas MH, van Dongen GA, Cailler F, Pelegrin A, Meijerink WJ (2010) Sentinel node procedure of 
the sigmoid using indocyanine green: feasibility study in a goat model. Surg Endosc 24:2182‐2187 
23.  Ashitate  Y,  Stockdale  A,  Choi  HS,  Laurence  RG,  Frangioni  JV  (2012)  Real‐time  simultaneous  near‐
infrared fluorescence imaging of bile duct and arterial anatomy. J Surg Res 176:7‐13 
24.  Buchs  NC,  Hagen  ME,  Pugin  F,  Volonte  F,  Bucher  P,  Schiffer  E,  Morel  P  (2012)  Intra‐operative 
fluorescent  cholangiography using  indocyanin  green during  robotic  single  site  cholecystectomy.  Int  J 
Med Robot 8:436‐440 
25.  Cahill RA, Anderson M, Wang LM, Lindsey  I, Cunningham C, Mortensen NJ  (2012) Near‐infrared  (NIR) 
laparoscopy  for  intraoperative  lymphatic  road‐mapping  and  sentinel  node  identification  during 
definitive surgical resection of early‐stage colorectal neoplasia. Surg Endosc 26:197‐204 
26.  Ishizawa T, Bandai Y,  Ijichi M, Kaneko  J, Hasegawa K, Kokudo N  (2010)  Fluorescent  cholangiography 
illuminating the biliary tree during laparoscopic cholecystectomy. Br J Surg 97:1369‐1377 
27.  Ishizawa T, Kaneko J, Inoue Y, Takemura N, Seyama Y, Aoki T, Beck Y, Sugawara Y, Hasegawa K, Harada 
N,  Ijichi  M,  Kusaka  K,  Shibasaki  M,  Bandai  Y,  Kokudo  N  (2011)  Application  of  fluorescent 
cholangiography to single‐incision laparoscopic cholecystectomy. Surg Endosc 25:2631‐2636 
28.  Jeschke S, Lusuardi L, Myatt A, Hruby S, Pirich C, Janetschek G (2012) Visualisation of the  lymph node 
pathway  in  real  time  by  laparoscopic  radioisotope‐  and  fluorescence‐guided  sentinel  lymph  node 
dissection in prostate cancer staging. Urology 80:1080‐1086 
29.  Matsui  A,  Tanaka  E,  Choi  HS,  Kianzad  V,  Gioux  S,  Lomnes  SJ,  Frangioni  JV  (2010)  Real‐time,  near‐
infrared, fluorescence‐guided identification of the ureters using methylene blue. Surgery 148:78‐86 
30.  Matsui A, Tanaka E, Choi HS, Winer JH, Kianzad V, Gioux S, Laurence RG, Frangioni JV (2010) Real‐time 
intra‐operative near‐infrared  fluorescence  identification of  the extrahepatic bile ducts using clinically 
available contrast agents. Surgery 148:87‐95 
31.  Schols  RM,  Bouvy  ND,  Masclee  AA,  van  Dam  RM,  Dejong  CH,  Stassen  LP  (2013)  Fluorescence 
cholangiography  during  laparoscopic  cholecystectomy:  a  feasibility  study  on  early  biliary  tract 
delineation. Surg Endosc 27:1530‐1536 
32.  Tagaya N, Shimoda M, Kato M, Nakagawa A, Abe A,  Iwasaki Y, Oishi H, Shirotani N, Kubota K  (2010) 
Intraoperative  exploration  of  biliary  anatomy  using  fluorescence  imaging  of  indocyanine  green  in 
experimental and clinical cholecystectomies. J Hepatobiliary Pancreat Sci 17:595‐600 
33.  Tajima Y, Murakami M, Yamazaki K, Masuda Y, Kato M, Sato A, Goto S, Otsuka K, Kato T, Kusano M 
(2010) Sentinel node mapping guided by  indocyanine green fluorescence  imaging during  laparoscopic 
surgery in gastric cancer. Ann Surg Oncol 17:1787‐1793 
34.  Yoshida M, Kubota K, Kuroda J, Ohta K, Nakamura T, Saito J, Kobayashi M, Sato T, Beck Y, Kitagawa Y, 
Kitajima M  (2012)  Indocyanine  green  injection  for detecting  sentinel nodes using  color  fluorescence 
camera in the laparoscopy‐assisted gastrectomy. J Gastroenterol Hepatol 27 Suppl 3:29‐33 
35.  Verbeek FP, van der Vorst  JR, Schaafsma BE, Swijnenburg RJ, Gaarenstroom KN, Elzevier HW, van de 
Velde  CJ,  Frangioni  JV,  Vahrmeijer  AL  (2013)  Intraoperative  near  infrared  fluorescence  guided 
identification  of  the  ureters  using  low  dose  methylene  blue:  a  first  in  human  experience.  J  Urol 
190:574‐579 
36.  Buckle T, Chin PT, van  Leeuwen FW  (2010)  (Non‐targeted)  radioactive/fluorescent nanoparticles and 
their  potential  in  combined  pre‐  and  intraoperative  imaging  during  sentinel  lymph  node  resection. 
Nanotechnology 21:482001 
37.  Choi HS, Gibbs SL, Lee JH, Kim SH, Ashitate Y, Liu F, Hyun H, Park G, Xie Y, Bae S, Henary M, Frangioni JV 
(2013) Targeted zwitterionic near‐infrared  fluorophores  for  improved optical  imaging. Nat Biotechnol 
31:148‐153 
38.  Kosaka N, Mitsunaga M,  Longmire MR,  Choyke  PL,  Kobayashi H  (2011) Near  infrared  fluorescence‐
guided  real‐time  endoscopic  detection  of  peritoneal  ovarian  cancer  nodules  using  intravenously 
injected indocyanine green. Int J Cancer 129:1671‐1677 
39.  Verbeek FP, Schaafsma BE, Tummers QR, van der Vorst JR, van der Made WJ, Baeten CI, Bonsing BA, 
Frangioni  JV,  van  de  Velde  CJ,  Vahrmeijer  AL,  Swijnenburg  RJ  (2013)  Optimization  of  near‐infrared 
fluorescence cholangiography for open and laparoscopic surgery. Surg Endosc 28:1076‐82 
Chapter 11 
178 
40.  Bydlon TM, Nachabe R, Ramanujam N, Sterenborg HJ, Hendriks BH (2014) Chromophore based analyses 
of steady‐state diffuse reflectance spectroscopy: current status and perspectives for clinical adoption. 
Journal of biophotonics. In press 
41.  Cau  R  (2014)  Design  and  realization  of  a  master‐slave  system  for  reconstructive  microsurgery. 
Eindhoven : Technische Universiteit Eindhoven 
 
  Summary, discussion and future perspectives  
179 
Chapter 11 
178 
40.  Bydlon TM, Nachabe R, Ramanujam N, Sterenborg HJ, Hendriks BH (2014) Chromophore based analyses 
of steady‐state diffuse reflectance spectroscopy: current status and perspectives for clinical adoption. 
Journal of biophotonics. In press 
41.  Cau  R  (2014)  Design  and  realization  of  a  master‐slave  system  for  reconstructive  microsurgery. 
Eindhoven : Technische Universiteit Eindhoven 
 
  Summary, discussion and future perspectives  
179 
Chapter 11 
180 
 
Chapter 11 
180 
 
  
Nederlandse samenvatting
 182 
 
 Nederlandse samenvatting  
183 
Nederlandse  samenvatting  
Vele technologische innovaties hebben hun intrede gedaan in de operatiekamer 
gedurende de afgelopen decennia. In het bijzonder de minimaal-invasieve chirurgie is 
geassocieerd met een continue stroom van nieuwe technologische ontwikkelingen. 
“Beeld-geleide chirurgie” vormt een van de laatste innovaties die op de deur van de 
operatiekamer van de toekomst klopt. 
De detectie van vitale anatomische structuren (bijv. zenuwen, ureteren, arteriën, 
galwegen) is van groot belang tijdens alle soorten chirurgische procedures, aangezien 
misidentiﬁcatie van deze anatomische structren kan leiden tot iatrogeen letsel. De 
verkenning van innovatieve optische technieken biedt mogelijkheden om de 
intraoperatieve identiﬁcatie en karakterisering van deze weefsels te verbeteren. 
Op basis van een systematische review van de literatuur, beschrijft Hoofdstuk 2 zes 
optische technieken die mogelijk als intraoperatief hulpmiddel kunnen dienen voor 
rechtstreekse anatomische navigatie tijdens chirurgie: infrarood beeldvorming, 
ﬂuorescentiebeeldvorming, optische coherentie tomograﬁe, diﬀuse reﬂectie spectro-
scopie, hyperspectrale beeldvorming en opto-akoestische beeldvorming. In dit 
hoofdstuk wordt een overzicht gegeven van de meest recente ontwikkelingen 
betreﬀende deze optische technieken voor verbeterde anatomische identiﬁcatie en 
fysiologische karakterisering.  
Voor de evaluatie van optische technieken gebaseerd op exogene of endogene 
contrasten, richt deze thesis zich op twee technieken: nabij-infrarode ﬂuorescentie 
beeldvorming met gebruikmaking van exogene contrasten (Deel I) en diﬀuse reﬂectie 
spectroscopie op basis van endogene contrasten (Deel II). 
Nabij-infrarode ﬂuorescentie laparoscopie (Deel I) 
De laparoscopische cholecystectomie betreft een van de meest uitgevoerde 
laparoscopische procedures. Galwegletsel is een zeldzame maar ernstige complicatie 
tijdens deze ingreep, veelal veroorzaakt door misidentiﬁcatie van de extra-hepatische 
galweganatomie. Conventionele intraoperatieve cholangiograﬁe kan toegepast worden 
om het risicio op galwegletsel te reduceren; dit betreft echter geen standaard 
procedure wereldwijd. Hoofdstuk 3 beschrijft de eerste toepassing van een 
laparoscopisch ﬂuorescentie beeldvorming systeem voor intermitterende nabij-
infrarode ﬂuorescentie cholangiograﬁe (NIRFC) met gebruikmaking van jodiumvrij 
indocyanine groen (ICG) tijdens electieve laparoscopische cholecystectomie. Deze pilot 
studie demonstreert de verdienste van NIRFC als hulpmiddel om eerdere en 
duidelijkere herkenning van de extra-hepatische galweganatomie te verkrijgen, 
vergeleken met conventionele laparoscopische beeldvorming alleen. Hoofdstuk 4 
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rapporteert de mogelijkheid van gelijktijdige vasculaire en biliaire beeldvorming op het 
moment  van  verkrijgen  van  Critical  View  of  Safety  (CVS).  Herhaalde  ICG  injectie  bij 
verkrijgen  van  CVS  levert  bevestiging  van  arteriële  anatomie,  in  het  bijzonder  het 
verloop  van  de  arteria  cystica. De  implementatie  van  zowel  fluorescentie  cholangio‐
grafie  als  angiografie  kan  ondersteunend  zijn  in  gevallen waarin  verkrijgen  van  CVS 
uitdagend is. Daarnaast kan het helpen bij intraoperatieve detectie van galwegletsel en 
mogelijk simultaan vasculobiliair letsel (bijv. van de arteria hepatica).  
De  observaties  in  Hoofdstuk  3  en  4  laten  zien  dat  zowel  biliaire  als  vasculaire 
fluorescentie  beeldvorming  gemakkelijk  toepasbaar  is  tijdens  laparoscopische 
cholecystectomie. 
Ondanks  veelbelovende  resultaten  is  optimalisatie  van  deze  nieuwe  techniek  met 
betrekking  tot  het  beeldvormingssysteem  én  de  gebruikte  fluorescente  contrast‐
vloeistof wenselijk.  Zo  zou  een  grotere  penetratiediepte waarop  het  beeldvormings‐
systeem een  contrastvloeistof  in weefsels  kan detecteren, de  toepasbaarheid  van de 
techniek vergroten (huidig maximum tot 1 centimeter). Dit geldt ook voor een toename 
van  de  fluorescente  karakteristieken  van  de  contrastvloeistoffen  (bijvoorbeeld 
toegenomen  opname  door  het  target‐weefsel  en  betere  contrast‐ratio  tussen  het 
target‐weefsel en achtergrondweefsel). 
Hoofdstuk  5  vergelijkt  de  prestaties  van  een  preklinische  nabij‐infrarode 
contrastvloeistof,  CW800‐CA met  ICG  voor  nabij‐infrarode  fluorescentie  laparoscopie 
van  de  ductus  cysticus  and  arteria  cystica  in  een  varkensmodel. We  demonstreren 
daarmee  dat  CW800‐CA,  evenals  ICG,  toegepast  kan  worden  voor  laparoscopische 
fluorescentie detectie van de arteria cystica and ductus cysticus met gebruikmaking van 
hetzelfde  commercieel  verkrijgbare  beeldvormingssysteem.  Laparoscopische 
fluorescentie  identificatie  van  de  ductus  cysticus  kan  eerder  verkregen  worden  na 
toediening  van CW800‐CA dan na  injectie  van  ICG. Met de beschikbaarheid  van  een 
dergelijk  fluorescent  contrastmiddel  (met  sterkere  fluorescente  karakteristieken) 
nemen  de  mogelijkheden  toe  om  de  beeldvormingscapaciteiten  van  de  huidig 
beschikbare  fluorescentiesystemen verder  te optimaliseren. Een klinische pilot  studie 
met CW800‐CA, voor onder andere “dosis bepaling”, is de volgende stap. 
Ureterletsel  treedt  zelden  op  tijdens  laparoscopische  colorectale  chirurgie, maar  het 
kan  ernstige  problemen  tot  gevolg  hebben.  Daarom  is  de  vroege  en  eenvoudige 
detectie van ureteren en de preventie van ureterletsel klinisch  relevant. Hoofdstuk 6 
beschrijft  nabij‐infrarode  fluorescentie  visualisatie  van  de  ureteren  in  een 
varkensmodel met  gebruikmaking  van  een  commercieel  verkrijgbaar  laparoscopisch 
fluorescentie beeldvorming systeem en CW800‐CA. Een enkele dosis van CW800‐CA (85 
g per kilogram  lichaamsgewicht)  levert een heldere visualizatie van het verloop van 
beide  ureteren  op,  ongeveer  tien  minuten  na  intraveneuze  toediening.  Als  een 
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mogelijke  volgende  stap  zien wij  een  klinische  pilot  studie,  die  de  haalbaarheid  van 
nabij‐infrarode  fluorescentiebeeldvorming  (met  CW800‐CA)  voor  intraoperatieve 
detectie  van  het  verloop  van  de  ureteren  onderzoekt.  Een  dergelijke  toekomstige 
studie  zou  zich  ook moeten  richten  op  een meer  gerichte  “dosis  bepaling”  van  de 
toegediende contrastvloeistof. 
Diffuse reflectie spectroscopie tijdens chirurgie (Deel II) 
Diffuse  reflectie  spectroscopie  (DRS)  is  een  non‐invasieve  techniek  die  het 
karakteristieke  reflectiespectrum  meet,  dat  geproduceerd  wordt  door  verschillende 
weefsels. Het primaire mechanisme  is gebaseerd op absorptie en verstrooiing van het 
licht,  beide  variërend  met  de  golflengte  van  het  invallende  licht  en  de  optische 
eigenschappen  van  het  weefsel.  Het  reflectiespectrum wordt  gebruikt  om  het  type 
weefsel te karakteriseren, dat onderzocht wordt. 
Menselijk  “kleuren‐zien”  is  trichromatisch:  het  oog  heeft  drie  soorten  kegels:  voor 
blauw,  groen  en  rood  licht.  Hyperspectrale  beeldvorming  technologie  levert  een 
overvloed aan spectrale banden en een bredere spectrale bandbreedte. Deze techniek 
beschikt over het potentieel om “beeld‐geleide chirurgie” mogelijk te maken. Zo is het 
bijvoorbeeld onderzocht voor non‐invasieve,  intraoperatieve beoordeling van weefsel 
zuurstofsaturatie,  verbeterde  intraoperatieve  anatomische  beeldvorming  en 
intraoperatieve beoordeling van snijranden voor residuaal tumorweefsel. 
Arrays  van  Charge‐Coupled  Devices  (zogenaamde  CCD’s)  en  Complementary  Metal 
Oxide  Semiconductors  (CMOS)  zijn  de meest  gebruikte  detectoren  (camera  chips)  in 
medische hyperspectrale beeldvorming systemen, die kunnen bestaan uit silicium  (Si) 
en  indium  gallium  arsenide  (InGaAs)  sensoren.  Si  sensoren  bestrijken  het  golflengte 
gebied van 400 – 1000 nm, terwijl InGaAs sensoren gevoelig zijn binnen de golflengten 
van 900 – 1700 nm. 
Als een eerste stap in de evaluatie van het potentieel van hyperspectrale beeldvorming 
in  chirurgie,  zijn  de  spectrale  handtekeningen  van  diverse  weefseltypen  in  kaart 
gebracht en verkend voor onderscheidende endogene contrasten middels DRS. 
Momenteel  komen hyperspectrale  camera’s met  Si  (detectiegebied: het  zichtbare en 
nabij‐infrarode  lichtspectrum)  en  InGaAs  (detectiegebied:  het  “verlengde”  nabij‐
infrarode  en  infrarode  lichtspectrum)  sensor  chips  beschikbaar.  Om  die  reden 
rapporteren we onze bevindingen betreffende onderscheidende spectrale kenmerken 
met inachtneming van deze twee sensor detectie gebieden. 
Een  eerste  ex  vivo  verkenning  van DRS wordt  beschreven  in Hoofdstuk  7. Van  vers 
geëxtirpeerde humane colonpreparaten zijn de breedbandige spectrale kenmerken van 
verschillende  weefseltypen  onderzocht:  normaal  colonweefsel,  tumorweefsel  in  de 
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nabij‐infrarode  lichtspectrum)  en  InGaAs  (detectiegebied:  het  “verlengde”  nabij‐
infrarode  en  infrarode  lichtspectrum)  sensor  chips  beschikbaar.  Om  die  reden 
rapporteren we onze bevindingen betreffende onderscheidende spectrale kenmerken 
met inachtneming van deze twee sensor detectie gebieden. 
Een  eerste  ex  vivo  verkenning  van DRS wordt  beschreven  in Hoofdstuk  7. Van  vers 
geëxtirpeerde humane colonpreparaten zijn de breedbandige spectrale kenmerken van 
verschillende  weefseltypen  onderzocht:  normaal  colonweefsel,  tumorweefsel  in  de 
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colonwand,  mesenteriaal  vetweefsel,  arterie,  vene  en  ureter.  Vertaling  van  de 
verzamelde  spectra  naar  klinisch  bruikbare  informatie  met  behulp  van 
geautomatiseerde diagnostische algoritmen  is gedemonstreerd voor “een‐punts” data 
(verzameld met  een  optische  fiber  probe).  De  potentie  van  deze  eerste  (nog  niet‐
beeldvormende) DRS  ligt  in  de mogelijkheid  om  deze  techniek  in  te  bouwen  in  een 
hyperspectrale beeldvorming modaliteit. 
Tijdens colorectale chirurgie  is de detectie van ureteren en mesenteriale arteriën van 
groot belang om  iatrogeen  letsel te voorkomen en om  intraoperatieve besluitvorming 
te vergemakkelijken. Een hulpmiddel dat ureter‐ en arterie‐specifieke beeldverbetering 
ten opzichte van het omliggende vetweefsel mogelijk maakt, zou tegemoet komen aan 
deze behoefte, in het bijzonder tijdens laparoscopie. Hoofdstuk 8 beschrijft het gebruik 
van DRS tijdens open colorectale chirurgie voor de classificatie van ureter en arterie ten 
opzichte  van  omliggend  vetweefsel.  Om  mogelijke  onderscheidende  kenmerken  te 
identificeren  voor  weefselclassificatie,  zijn  36  kenmerken  (18  gradiënten  en  18 
amplitudeverschillen  op  vooraf  gedefinieerde  punten  in  de  weefselspectra) 
geëxtraheerd  op  basis  van  bekende  golflengten  gerelateerd  aan  karakteristieke 
absorptiekenmerken  voor  bloed,  water  en  vetweefsel.  Gradiënten  zijn  “hellingen” 
tussen  twee vooraf gedefinieerde punten  in de weefselspectra:  (DR2 – DR1)/(2 – 1). 
Amplitudeverschillen  zijn  “intensiteitsverschillen”  tussen  twee  vooraf  gedefinieerde 
spectrale punten: (DR2‐DR1). DR = diffuse reflectance; = wavelength. De kenmerken, 
gebruikt  voor  classificatie,  zijn  potenteel  significant  door  verschillen  in  chemische 
compositie  (bijvoorbeeld  hemoglobine‐,  water‐  en  vet‐gehalte)  van  de  onderzochte 
weefsels  en  structuren.  Deze  studie  toont  dat  Si  en  InGaAs  sensoren  (in  feite  de 
spectrale  detectie  gebieden  die  zijn  gehanteerd  bij  de  spectrale  data  analyse,  zoals 
hierboven uiteengezet) in gelijke mate geschikt zijn voor geautomatiseerde classificatie 
van ureter versus omliggend vetweefsel. Si sensoren  lijken beter geschikt  te zijn voor 
het classificeren van arterie ten opzichte van mesenteriaal vetweefsel. 
Intraoperatieve  zenuwdetectie  kan  tevens  van  groot belang  zijn  tijdens  chirurgie. Bij 
bepaalde procedures, waarin zenuwen op het oog gelijkenis tonen met het omliggende 
vetweefsel,  kan  dit  bijzonder  uitdagend  zijn  voor  het  menselijk  oog.  Een 
camerasysteem dat zenuw‐specifieke beeldversterking mogelijk maakt, zou nuttig zijn. 
Hoofdstuk 9 zet uiteen dat  InGaAs sensoren beter geschikt zijn voor geautomatiseerd 
onderscheid  tussen  zenuwen  en  omliggend  vetweefsel,  dan  Si  sensoren.  Dit  is 
waarschijnlijk  gebaseerd  op  een  verschillende  verhouding  waarin  de  endogene 
chromoforen water en vet aanwezig zijn  in respectievelijk zenuw en vetweefsel. Naar 
verwachting kan selectieve beeldversterking van zenuwen ten opzichte van omliggend 
vetweefsel gunstig zijn binnen alle chirurgische disciplines.  
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Tot slot, tijdens schildklier‐ en bijschildklierchirurgie dient  iatrogeen bijschildklierletsel 
voorkomen te worden. Het detecteren van de kleine bijschildkliertjes kan uitdagend en 
tijdrovend  zijn.  In  Hoofdstuk  10  is  geautomatiseerde  bijschildklierdifferentiatie 
onderzocht.  Si  en  InGaAs  sensoren  blijken  redelijk  accuraat  voor  geautomatiseerde 
classificatie  van  bijschildklierweefsel  ten  opzichte  van  omliggend  vetweefsel  of 
aangrenzend  schildklierweefsel.  Klinisch  relevante  nauwkeurigheid wordt  echter  niet 
bereikt  voor  de  individueel  onderzochte  sensortypen.  Combinatie  van  de  twee 
sensortechnologiën  verbetert  de  nauwkeurigheid,  met  name  betreffende  de 
classificatie van bijschildklier versus vetweefsel. 
Met de resultaten van de verschillende verkennende studies met fiber‐optische DRS in 
dit  proefschrift,  is  het  potentieel  van  geautomatiseerde  weefselclassificatie 
onderstreept.  Verder  onderzoek  van  hyperspectrale  chirurgische  beeldvorming  lijkt 
zodoende zeker de moeite waard. Het intraoperatieve visuele oordeel van een chirurg 
is niet alleen gebaseerd op spectrale (kleur) informatie, maar is ook afhankelijk van de 
herkenning van de  ruimtelijke anatomische  lokalisatie van een  specifiek weefseltype. 
Om  die  reden  moeten  de  “een‐punts”  metingen  (in  feite  de  “ground‐truth” 
referentiespectra van specifieke weefseltypen), uitgevoerd  in de verkennende studies 
in  dit  proefschrift,  beschouwd worden  als  slechts  een  eerste  stap  richting  de meer 
klinisch  relevante  techniek  van  hyperspectrale  beeldvorming  van  het  gehele 
chirurgische werkveld (hetgeen weefsel‐specifieke contrastversterking oplevert). 
Conclusie 
Toekomstige  implementatie  van  nieuwe  intraoperatieve  optische  technieken,  zoals 
nabij‐infrarode  fluorescentie  beeldvorming  (NIRF)  of  diffuse  reflectie  spectroscopie 
(DRS),  kan  de  chirurg  voorzien  van  een  verbeterde,  rechtstreekse  identificatie  en 
fysiologische  weefsel  karakterisering  van  essentiële  anatomische  structuren  die  van 
belang  zijn  tijdens  een  grote  diversiteit  aan  chirurgische  procedures.  Dit  kan  een 
significante  bijdrage  leveren  aan  intraoperatieve  anatomische  navigatie  en  kritische 
besluitvorming  vergemakkelijken.  De  NIRF  techniek  is  momenteel  het  dichtst  bij 
klinische  implementatie.  Technieken  gebaseerd  op  endogene  contrasten,  zoals  DRS, 
kunnen  ook  een  sterk  hulpmiddel  tijdens  chirurgie  vormen  wanneer  verdere 
ontwikkeling  plaatsvindt.  Zowel  NIRF  als  DRS  hebben  nog  hun  beperkingen,  maar 
beschikken  over  potentieel  om  chirurgische  zorg  te  verbeteren  als  aanvullende 
intraoperatieve  hulpmiddelen.  Dit  kan  uiteindelijk  resulteren  in  een  grotere 
procedurele veiligheid en efficiëntie. Zorgkosten kunnen gereduceerd worden door het 
voorkomen  van  kostbare  heroperaties  (en  daarbijhorende  heropname  óf  een  langer 
verblijf in het ziekenhuis) voor bijvoorbeeld het herstel van een ureter‐ of galwegletsel. 
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Wanneer bepaalde  routinematige  chirurgische procedures  sneller  uitgevoerd  kunnen 
worden, als gevolg van een eerdere identificatie van vitale anatomische structuren, kan 
dit ook leiden tot een kostenreductie. 
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